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ACATN Acetyl-CoA Transporter 
ACh Acetylcholine 
AChE Acetylcholine esterase 
AUC Area under the curve 
ASBT Apical sodium-dependent bile acid transporter 
BCRP Breast cancer resistance protein 
Cmax Maximum measured drug concentration 
CHO Chinese hamster ovary 
CYP Cytochrome P450 
DAB 3,3'-Diaminobenzidine 
DAT Dopamine transporter 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
ENT Equilibrative nucleoside transporter 
EPS Epigastric pain syndrome 
E3S Estrone-3-sulfate 
FBS Fetal bovine serum 
FD Functional Dispeptia 
HBSS Hank's buffered salt solution 
HEK Human embryonic kidney 
HPLC High performance liquid chromatography 
IC50 50% inhibitory concentration 
Ki Drug inhibition constant 
Km Michaelis-menten constant 
LC-MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
MATE Multidrug and toxin extrusion transporter 
MDCK Madin-Darby canine kidney 
MPP+ 1-methyl-4-phenylpyridinium 
MRP Multidrug resistance associated protein 
NET Norepinephrine transporter 
NMG N-methylglucamine 
OAT Organic anion transporter 
OCT Organic cation transporter 
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OATP Organic anion transporting polypeptide 
PAH p-Aminohippuric acid 
PBS Phosphate buffered saline 
PBPK Physiologically based pharmacokinetics 
PD Pharmacodynamics 
PDS Postprandial distress syndrome 
PMAT Plasma membrane monoamine transporter 
PEPT1 Oligopeptide transporter 1 
P-gp P-glycoprotein 
SE Standard error 
SD Standard Deviation 
SERT Serotonin transporter 
SSRIs Selective serotonin reuptake inhibitors 
TEA Tetraethylammonium 
T1/2 Time of first occurrence of maximum measured drug concentration 
Tmax Half life 
UGT Uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase 







第 1 章 序論 














リン (主にムスカリン M3) 受容体を刺激することで消化管の収縮を誘発する。一方、遊離




動薬 (モサプリド) やドパミン D2 受容体拮抗薬 (イトプリド) などが消化管運動改善薬と





















臨床試験においては、第 III 相試験で Rome III 基準に適合した FD 患者を対象に有効性を
検討した結果、被験者の印象の改善率および 3 症状 (食後の膨満感、上腹部膨満感および早
期満腹感) の消失率共に本剤 1 回 100 mg 投与群でプラセボ群より有意に高い値を示し、本
剤の FD に対する有効性が確認された[8]。以上の結果を含めて非臨床及び臨床における有
効性及び安全性が認められ、2013 年 3 月に「機能性ディスペプシアにおける食後の膨満感、
 






















薬物動態特性については、放射性標識体及び非標識体を使用した種々の in vitro 及び in 
vivo 試験によって情報が得られている。吸収特性については、アコチアミドをラット及びイ
ヌに 3 ~ 30 mg/kg の投与量で単回経口投与した時の生物学的利用率 (F) は、ラットで 13.9% 
~ 19.0%、イヌで 27.8% ~ 50.4%を示すことが報告されている[10]。また、イヌに[14C]アコチ
アミドを 30 mg/kg の用量で十二指腸内に投与し、定量的オートラジオグラフィー法 (ARG) 
法により組織中濃度を測定したところ、胃組織で検出された放射能は胃底部付近、胃体部付
近及び胃前庭部付近でほぼ同等であった。血液中放射能濃度は、投与後 0.5 時間で最高濃度
2,117 ng eq./mL (4.70 μmol eq./L) を示し、その後は経時的に低下して 4 時間後に 512 ng 
eq./mL (1.14 μmol eq./L) の濃度になった。血漿中放射能濃度についても血液中放射能濃度と
同様に推移し、投与後 0.5 時間で最高濃度 2,310 ng eq. /mL (5.13 μmol eq./L) を示し、その後
は経時的に低下して 4 時間後に 653 ng eq. /mL (1.45 μmol eq./L) の濃度になった。胃底部、
胃体部及び胃前庭部付近の放射能濃度は、いずれの部位においても血液中濃度と共に投与
後 0.5 時間で最高濃度 643 – 835 ng eq./g (1.43 – 1.85 nmol eq./g) を示した。更に、胃組織のそ
れぞれの部位の放射能濃度は、投与後 4 時間で 201 – 272 ng eq./g (0.446 – 0.604 nmol eq./g) 
であり、胃組織に高濃度に分布していた[10]。また、ラットとイヌにおける胃での局在検討
により、筋層間神経叢に AChE が局在しており、アコチアミドを 30 mg/kg の用量でラット
に皮下投与したところ、AChE50%阻害濃度 (IC50) である 2.3 μM を越える 8.5 μM の胃組織
アコチアミド濃度が確認された(投与後 30 分) [9]。クリアランスに関しては、吸収されたア








Figure 1-2.   Proposed metabolic pathways of Z-338 
(A) Z-338 glucuronide (M-1), (B) Deisopropyl metabolite, (C) Glucuronide of deisopropyl 
metabolite (M-2), (D) Demethyl metabolite, (E) Glucuronide of demethyl metabolite 
 
アコチアミドは胃の筋層間神経叢の神経筋接合部において ACh を分解する AChE を阻害
すること、およびアセチルコリン受容体であるムスカリン受容体 M1 および M2 を拮抗する
ことで神経筋接合部のアセチルコリン濃度を上昇させることで、胃の運動機能を促進する。
また、ラットに投与速度 2、5、10、20、50 及び 100 nmol/min/kg で定速静脈内投与したとき、
胃組織に関するKp値 (組織中濃度/血漿中濃度)は、2.4~4.1 mL/g of tissueであったのに対し、








に関する生理学的薬物速度論-薬力学モデル (PBPK/PD モデル) を用いた検討により、胃組



































第 2 章 アコチアミド皮下投与時のラット胃組織移行 










ルコリンエステラーゼ (AChE) 活性が認められており、アコチアミド投与時の分布と AChE
活性の分布は、薬理活性発現部位にほぼ一致することが示唆されている[8]。 
セロトニン 5-HT4 受容体作動薬 (モサプリド) やドパミン D2 受容体拮抗薬 (イトプリ
ド) なども消化管運動改善薬として使用されているが．モサプリド及びイトプリドは FD に
対して有効性を示した報告がある一方[14,15]、有効性が得られなかった報告[16,17]もある。
イトプリドについては、作用部位は胃筋層であると考えられており、オートラジオグラフィ









第 2 節 方法 
2-1 試薬 
アコチアミドは化学名 N-{2-[bis(1-methylethyl)amino]ethyl}-2-{[(2-hydroxy-4,5-
dimethoxyphenyl)carbonyl]amino}-1,3-thiazole-4-carboxamide monohydrochlo- ride trihydrate、
化学式 C21 H30 N4 O5 S･HCl･3H2O 、分子量 541.06 の Figure 1-1 に示す構造を有する化合物
であり、水に溶けにくい白色～淡黄色の結晶または結晶性の粉末である。アコチアミド






・ 動物種 ラット 
・ 系統 Crl:CD (SD) 
・ 性  雄 
・ 供給源 日本チャールス・リバー株式会社 
・ 週齢 使用時 9 週齢 
・ 飼育施設 動物実験施設 LA160 室 
・ 収容条件 2~3 匹/ケージ 
・ ケージ ポリカーボネート製 (W220 × L390 × H180 mm)  
・ 飼料 CRF-1 (オリエンタル酵母工業株式会社)  
・ 飲水 水道水を自由摂取 
・ 温度 21.2~24.8ºC (許容範囲：23 ± 3ºC) 
・ 湿度 44.5~55.6% (許容範囲：55 ± 20%) 
・ 照明 12 時間/日 (設定: 午前 7 時点灯、午後 7 時消灯)  
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投与試験は n=6 で行った。1 回の試験につきアコチアミド及びイトプリドの投与量 10 
mg/kg の投与後 5、15、30、45 分、1、2、4、6、8 及び 24 時間につきそれぞれラット 1 匹
より組織、血液を採取し、合計 20 匹を使用した。群分けは、投与前日に絶食前のラット
の体重 (286 g～367 g) を測定し、SAS System Version 8.2 (SAS Institute Inc.) を使用して単
変数完全無作為化割付け法により割付けた。約 24 時間絶食したラットに、投与量 10 
mg/kg となるように、2 mg/mL の投与液を注射筒 (2.5 mL) 及び注射針 (25G) を用いて 5 
mL/kg の割合で背部皮下投与した。投与後 5、15、30、45 分、1、2、4、6、8 及び 24 時間
に、血液試料及び胃組織試料を採取した。腹部大動脈よりヘパリンナトリウム注射液で処
理した注射筒 (10 mL) 及び注射針 (22 G) で血液を採取した。採取した血液を 2,500×g、





内化合物) 10 μL、メタノール 500 μL を加え、混和した。除タンパクのために 10,000×g、10
分間 (4ºC ) 遠心分離し、上清を LC-MS/MS 試料とした。イトプリドの血漿及び胃組織中
濃度については、内標準物質溶液 (1 mg/mL エトリコキシブ標準溶液) 10 μL、3%炭酸ナト
リウム溶液 1 mL、t-ブチルメチルエーテル:ジクロロメタン (7:3) 混液 4 mL を加え、10 分
間、振盪した。500×g、10 分間 (4ºC) 遠心分離し、上層を窒素気流下で蒸発乾固した。移




【アコチアミド LC-MS/MS 条件】 
・ LC-MS/MS API4000 system 
高速液体クロマトグラフ 1100 series 
ポンプ、デガッサー、オートサンプラー及びカラムオーブン Agilent technologies 
質量分析計 API4000 Applied Biosystems 
解析ソフト Analyst version 1.4.1 Applied Biosystems 
・ 分析カラム  CAPCELL PAK C18 MGII 
    (粒子径 5 μm、内径 4.6 mm、長さ 150 mm) 
・ ガードカラム Guard cartridge CAPCELL C18 MGII 
    (粒子径 5 μm、内径 2.0 mm、長さ 10 mm) 
・ カラム温度  50ºC 
・ 移動相  メタノール/20 mmol/L 酢酸アンモニウム (pH6.0) (6 : 4) 
・ 流速  800 μL/min 
・ 注入量  10 μL 
・ オートサンプラー庫内温度 20ºC 
・ 分析時間  10 分 
・ イオン化法  ESI positive 
・ 測定モード  MRM 
・ モニタリングイオン アコチアミド m/z 451 → m/z 271 
・ CAD ( コリジョンガス )   5 (単位なし)  
・ CUR ( カーテンガス )   10 psi 
・ GS1 ( ネブライザーガス )   20 psi 
・ GS2 ( ターボガス )    20 psi 
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・ IS ( イオンスプレー電圧 )   5,000 V 
・ TEM ( ターボガス温度 )   500ºC 
・ ihe ( インターフェースヒーター )  on 
・ DP ( 解離電圧 )    アコチアミド : 50 V、IS : 40 V 
・ EP ( 入口電圧 )    アコチアミド : 15 V、IS : 10 V 
・ CE ( コリジョンエネルギー )   アコチアミド : 35 V、IS : 30 V 
・ CXP ( コリジョンセル出口電圧 )  10 V 
 
【イトプリド HPLC 条件】 
血漿試料の測定では移動相 A を、胃組織試料の測定では移動相 B を使用した。 
・ HPLC システム Waters Corporation 
ウォーターズ 2695 セパレーションモジュール 
ウォーターズ 2475 マルチ λ 蛍光検出器 
・ 分析カラム  Inertsil ODS-3 (粒子径 5 μm、内径 4.6 mm、長さ 250 mm)  
・ 分析カラム温度 30°C 
・ 移動相 A:   0.05%トリフルオロ酢酸/アセトニトリル ( 75 : 25 ) 
・ 移動相 B:   0.05%トリフルオロ酢酸/アセトニトリル ( 80 : 20 ) 
・ 流速  1 mL/min 
・ 注入量  75 μL 
・ 測定時間  35 分 






胃組織移行率 (Kp 値) = 胃組織中濃度 (μg/g) / 血漿中濃度 (μg/mL)  
血漿及び胃組織における薬物動態パラメータを算出した。薬物動態パラメータの算出に











ラットにアコチアミド又はイトプリドを 10 mg/kg の用量で皮下投与した後の、血漿中濃
度及び胃組織中濃度推移を Figure 2-1 に、血漿中薬物濃度推移から得られた動態パラメータ
を Table 2-1 に示す。アコチアミドは投与 15 分後に最高血漿中濃度 Cmax,pl 3.65 μg/mL に達し
た後、半減期 T1/2, plとして 1.9 時間で消失し、24 時間後ではすべての個体の血漿中濃度が定
量限界 (1 ng/mL) 以下となった。イトプリドはアコチアミドと同様に投与 15 分後に最高血
漿中濃度 Cmax,pl 2.60 μg/mL に達した後、半減期 T1/2, pl 4.2 時間で消失した。アコチアミド及
びイトプリドの無限大時間までの血漿中濃度曲線下面積 AUCpl はそれぞれ 4.14 μgꞏhour/mL
及び 9.09 μgꞏhour/mL となりイトプリドがアコチアミドよりも約 2 倍高い値であった。アコ
チアミド及びイトプリドの平均血漿中滞留時間 MRPpl はそれぞれ 0.91 時間及び 4.0 時間と





Figure 2-1.  Time profiles for the plasma and gastric tissue concentration after subcutaneous 
administration of acotiamide or itopride at a dose of 10 mg/kg to rats 
Concentration of acotiamide and itopride are expressed as free base. Each point represents the 
mean ± SD (vertical bars) for six rats except for at 24 hours. 
 
Table 2-1.  Plasma pharmacokinetics parameter after subcutaneous administration of 
acotiamide or itopride at a dose of 10 mg/kg to rats 
 
T1/2, pl: Plasma elimination half-life 
Tmax, pl: Time to reach the maximal observed plasma concentration 
Cmax, pl: Maximum observed plasma concentration 
AUCpl: Area under the plasma-concentration time curve extrapolated to infinity 






































































T1/2, pl ( hour ) 1.9 4.2
Tmax, pl ( hour ) 0.25 0.25
Cmax, pl ( μg/mL ) 3.65 2.60
AUCpl ( μg・hour/mL ) 4.14 9.09




胃組織中薬物濃度時間推移 (Figure 2-1) から得られた動態パラメータを Table 2-2 に示す。
アコチアミドは投与後 45 分に最高胃組織中濃度 Cmax,st 4.13 μg/g of tissue に達した後、胃組
織から半減期 T1/2, st 6.1 時間で消失した。イトプリドはアコチアミドと同様に投与 45 分後に
最高胃組織中濃度 Cmax, st 12.8 μg/g of tissue に達した後、血漿と同程度の半減期 T1/2, st 4.4 時
間で消失した。アコチアミド及びイトプリドの胃組織中濃度曲線下面積 AUCst はそれぞれ
10.4 μgꞏhour/g of tissue 及び 35.8 μgꞏhour/g of tissue となりイトプリドがアコチアミドよりも
高い値であったが、平均胃組織中滞留時間 MRTstはそれぞれ 2.4 時間及び 3.5 時間となりほ
ぼ同程度であった。 
 
Table 2-2.  Gastric tissue pharmacokinetics parameter after subcutaneous administration of 
acotiamide or Itopride at a dose of 10 mg/kg to rats 
  
T1/2, st: Gastric tissue elimination half-life 
Tmax, st: Time to reach the maximal observed gastric tissue concentration 
Cmax, st: Maximum observed gastric tissue concentration 
AUCst: Area under the gastric tissue-concentration time curve extrapolated to infinity 




T1/2, st ( hour ) 6.1 4.4
Tmax, st ( hour ) 0.75 0.75
Cmax, st ( μg/g of tissue ) 4.13 12.8
AUCst ( μg・hour/g of tissue ) 10.4 35.8
MRTst ( hour ) 2.4 3.5
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アコチアミドの胃組織蓄積性 (Kp 値) は、投与後時間の経過とともに上昇し、投与後 6 時
間には Kp 値 15 となった (Table 2-3、Figure2-2) 。一方、イトプリドの Kp 値も投与後 1 時
間までは経時的に上昇し、最高値の Kp 値 6.0 を示したが、投与 2 時間以後は Kp 値 3.3~4.3
で推移した 
 
Table 2-3.  Gastric tissue-to-plasma concentration ratio (Kp) after subcutaneous administration 
of acotiamide or itopride at a dose of 10 mg/kg to rats 
  
Data are expressed as mean ± SD for six rats except point of 24 hours. 
NA: not available 
1) Data are expressed as mean ± SD for four rats. 
 
0.083 0.51 ± 0.09 1.9 ± 0.3
0.25 0.93 ± 0.16 2.7 ± 0.6
0.5 1.3 ± 0.4 4.7 ± 1.2
0.75 1.8 ± 0.4 5.4 ± 1.9
1 2.6 ± 0.3 6.0 ± 1.6
2 6.2 ± 1.7 4.3 ± 1.0
4 8.4 ± 2.0 3.4 ± 0.7
6 15 ± 5 3.6 ± 1.4
8 13 ± 4 3.3 ± 1.3








Figure 2-2.  Time profiles for Kp value after subcutaneous administration of acotiamide or 















第 4 節 考察 
ラットへのアコチアミド及びイトプリド皮下投与時の血漿及び胃組織中濃度推移及び胃
組織移行率を比較検討した。 
アコチアミド血漿中濃度推移では、投与後 15 分に最高血漿中濃度 3.65 μg/mL に達した
後、半減期 1.9 時間で消失したのに対し、イトプリドは投与後 15 分に最高血漿中濃度 2.60 
μg/mL に達した後、半減期 4.2 時間で消失したことから、イトプリドはアコチアミドより消
失が遅く、イトプリドはアコチアミドより長く血漿中に維持されることが明らかとなった。
一方、胃組織濃度推移では、アコチアミドは投与後 45 分に最高胃組織中濃度 4.13 μg/g of 
tissue に達した後、胃組織から半減期 6.1 時間で消失したのに対し、イトプリドは投与後 45
分に最高胃組織中濃度 12.8 μg/g of tissue に達した後、血漿と同程度の半減期 4.4 時間で消失
した。アコチアミド及びイトプリドの AUCst はそれぞれ 10.4 μgꞏhour/g of tissue 及び 35.8 
μgꞏhour/g of tissue となりイトプリドがアコチアミドよりも高い値であったが、MRTstはそれ
ぞれ 2.4 時間及び 3.5 時間となりほぼ同程度であった。以上より、胃組織中濃度推移では、
投与後 5 分から 24 時間までイトプリドはアコチアミドと比較して高濃度で推移した。 
アコチアミドの胃組織移行率 ( Kp 値 ) は、投与後初期では 1 以下であったが時間の経過
とともに上昇し、投与後 6 時間後に最大 15 となった。一方、イトプリドは投与直後から血
漿中濃度より胃組織中濃度の方が高く、Kp 値は 2 付近の値を示した。このことからイトプ
リドはアコチアミドと比較して、血漿から胃組織への移行が早いことが示唆された。また、
時間の経過とともに、アコチアミドの Kp 値は上昇したのに対し、イトプリドの Kp 値も経
時的に上昇し、アコチアミドより早い投与 1 時間後に最高値に到達し 6.0 を示したが、投与









非結合型濃度比 ( Cst,u,cyt/Cp,u ) が 2.8±0.8 mL/g of tissue を示し、胃組織タンパク結合以外に
も胃組織分布に受動拡散以外の機構、すなわち担体輸送が関与していることが報告されて
いる[11]。一方、イトプリドに関しては胃組織内のタンパク結合等の情報は報告されていな
い。また、ラットに投与速度 50 及び 100 nmol/min/kg で定速静脈内投与したとき、胃組織に
関する Kp 値 ( 組織中濃度/血漿中濃度 ) は 2、5、10、20 nmol/min/kg の投与速度におけ Kp
値より低値を示し、血漿中濃度の上昇に伴い Kp 値の飽和性が報告されている[12]。さらに、






ゼ ( AChE ) 活性が認められることが報告されている[8]。アコチアミドの体内動態に関する
生理学的薬物速度論-薬力学モデル (PBPK/PD モデル) を用いた検討により、胃組織中のア








第 3 章 培養胃細胞株におけるアコチアミド取り込みの検討 





解析に適している in vitro 試験系の構築を行った。また、各種トランスポーター阻害剤の影
響から胃組織におけるアコチアミド輸送に関与するトランスポーター分子についても探索
した。 
ヒト消化管研究に汎用されている in vitro 試験系として Caco-2 細胞があり、膜透過試験や
取り込み試験によって吸収性や膜透過機構の解析に用いられている[22,23]。近年では、ヒト
消化管上皮細胞として、induced pluripotent stem cells (iPS) 細胞等の活用も注目されている





実施が可能になる。そこで、数種の胃培養細胞株 (Hs 746T 細胞[30]、SNU-5 細胞[31]及び
NCI-N87 細胞[31]) におけるアコチアミドの取り込み機能について予備検討を行うこととし
た。その結果、SNU-5 細胞及び NCI-N87 細胞においては顕著なアコチアミド取り込み活性






第 2 節 方法 
2-1 試薬 
[14C]アコチアミド (2.26 GBq/mmol) は GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK)で合
成されたものを使用した。[14C]アコチアミドの標識位置を Figure 3-1 に示した。その他の試
薬は、特級もしくは分析グレードの製品を用いた。 
 
Figure 3-1.   Chemical structure of acotiamide 
 
2-2 Hs 746T 細胞の培養 
Hs 746T 細胞は American Type Culture Collection (Rockville, VA) から入手した。Hs 746T 細
胞は、4.5 g/L の glucose を含む Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Life technologies) 
に 10% Fetal bovine serum (FBS, GIBCO) , 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin / 100 μg/mL 




2-3 Hs 746T 細胞における取り込み試験 
Transport buffer (125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 5.6 mM D-glucose, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 
1.2 mM MgSO4, and 25 mM HEPES, pH 7.4) を用いて 4.0 × 106 cells/mL に調製した細胞懸濁液
を 37℃の恒温槽で 10 分間プレインキュベーションし、放射能標識された各基質溶液を添加
することで取り込み反応を開始した。取り込み反応の停止はシリコンオイルレイヤー法
 






















[32,33,34,35]で実施した。細胞懸濁溶液 50 μL に氷冷した Transport buffer 150 μL を混和し、
その細胞懸濁液 50 μL を 2 N NaOH (50 μL) に混合オイル (密度: 1.005 g/mL、シリコンオイ
ルとミネラルオイル混液) を 100 μL 重層した微量サンプリングチューブに移し、すぐに卓
上遠心器 (MiniSpin, Eppendorf Co) で 45 秒遠心分離 (14000 × g) することにより細胞と薬
液を分離し、取り込み反応を停止した。遠心分離後、細胞が溶解するまで、遠心用チューブ
を室温で放置した後、遠心用チューブを切断して、下層 (細胞) と緩衝液 (上層) を液体シ
ンチレーションに移した。バイアルに 5 mL の液体シンチレーションカクテル (Ultima Gold 
XR, PerkinElmer, Boston, MA) .を加え、よく混合した後に放射能を液体シンチレーションカ




細胞のタンパク量を定量するために、Bradford 法に基づくキット (Bio-Rad, Richmond, CA)
を用いて測定した。詳細は、製品マニュアルに従ったが、以下に手順を記載する。標準溶
液として、bovine serum albumin を用いた。定量範囲は，50～200 μg/mL とした。適宜、蒸
留水で希釈した細胞懸濁液 1000 μL に、Bio-Rad Protein Assay 液を 200 µL 加え、10 分後に








v0 = VmaxꞏS/(Km+S)+PdifꞏS 
28 
 
ここで v0 は取り込みの初速度  (pmol/min/mg protein ) 、Vmax は最大取り込み速度 
( pmol/min/mg protein ) 、Kmは Michaelis-Menten 定数 (μM)、Pdifは非特異的取り込みクリア
ランス (μL/min/mg protein) 、S は transport buffer 中のアコチアミド濃度 (μM) を示す。Km、
Vmax、Pdifは Phoenix WinNonlin Ver.6.4 (Certara, St. Louis, MO) を用いて、非線形最小二乗法
によりあてはめ計算を行い求めた。 
アコチアミド取り込みに対する fluvoxamine の阻害定数 (Ki) は、競合阻害を仮定し、阻
害剤濃度 I のときの活性残存率と以下の式より Phoenix WinNonlin Ver.6.4 (Certara, St. Louis, 
MO)を用いて、非線形最小二乗法によりあてはめ計算を行い求めた。 
v0 = VmaxꞏS/[ Kmꞏ(1+I/Ki)+S]+ PdifꞏS 
 
2-6 統計解析 





第 3 節 結果 
3-1 Hs 746T 細胞へのアコチアミド取り込みの時間依存性 




Hs 746T 細胞における 37°C 条件下でのアコチアミドの取り込みは、反応時間 3 分までは




Figure 3-2.  Time course of acotiamide uptake (5 μM).  
Open and closed circles represent the uptake of acotiamide at 4°C and 37°C, respectively.  Each 

























Time ( min )
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3-2 Hs 746T 細胞へのアコチアミド取り込みの濃度依存性 
Hs 746T 細胞へのアコチアミド濃度を 5 μM から 800 μM まで変えたときの取り込み初速
度を検討した結果を Figure 3-3 に示す。Hs 746T 細胞において、アコチアミドの取り込みは、
1 つの飽和性コンポーネントと非飽和性コンポーネントの和によって解析された。Km、Vmax、
および Pdifは、それぞれ 106 µM、1.28 nmol/min/mg protein、および 2.06 µL/min/mg protein と
算出された。Eadie-Hofstee plot からも同様に 1 つの飽和性コンポーネントと 1 つの非飽和性
コンポーネントから成ることを支持する結果が得られた。 
A      B 
 
Figure 3-3.  Concentration dependence of acotiamide uptake by Hs 746T cells. 
Each point and vertical bar represents the mean ± S.E. for four experiments. (A) The solid line 
shows the total uptake.  The dotted line represents nonsaturable component calculated using the 
value for non-specific uptake clearance (Pdif).  Carrier-mediated uptake (dashed line) was calculated 
by subtracting nonspecific diffusion from total uptake and indicates saturable uptake. (B) The uptake 
of acotiamide at various concentrations is shown in an Eadie-Hofstee plot.  The solid line 
represents the calculated values using kinetic parameters obtained by nonlinear least-squares 
analysis.  The data were first fitted to eauation [v0 = VmaxꞏS/(Km+S)+PdifꞏS] and the fitted line was 
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3-3 Hs 746T 細胞へのアコチアミド取り込みにおける駆動力の検討 
Hs 746T 細胞におけるアコチアミド取り込みにおける pH 依存性及び Na+依存性を検討し
た結果を Figure 3-4 に示す。pH 依存性については、Transport buffer の pH を 6.2～8.0 の範囲




(A)                                  (B) 
 
Figure 3-4.  Effects of pH and Na+ on acotiamide uptake by Hs 746T cells. 
(A) Initial uptake rate of acotiamide (5 µM) by Hs 746T cells was measured at various pH of 
transport buffer in the range from 6.2 to 8.0.  (B) Na+ was substituted by replacing with NMG+, Li+ 




























































Table 3-1.  Inhibitory effects of various compounds on the uptake of acotiamide by Hs 746 T 
cells.  
 
The results are shown as a percentage of control uptake. Data represent the mean ± S.E. for five 
experiments.  *P <0.05 
  
Compound Transporter Concentration (µmol/L)
Acetyl CoA ACATN1 50 84.2 ± 21.1
Alanine ASCT2 1000 87.9 ± 10.6
Arginine CAT-1 1000 104.7 ± 14.6
BCH LATs 500 124.5 ± 15.3
Betaine GATs 500 100.8 ± 19.7
BSP NTCP, OATPs 1000 95.8 ± 10.2
Bupropion NET, DAT and SERT 1000 46.2 ± 14.4*
Choline CTLs 1000 83.4 ± 8.0
Creatine CT1, 2 500 81.5 ± 20.1
Evans Blue VGLUT 50 47.6 ± 18.7*
Fluoxetine NET, DAT and SERT 1000 27.2 ± 8.2*
Fluvoxamine NET, DAT and SERT 1000 38.8 ± 4.2*
GABA GAT, BGT1 500 103.8 ± 11.3
Glutamine ASCT2 1000 85.1 ± 9.3
Glycine GLYT 1000 94.2 ± 11.1
Glycylsarcosine PEPTs 500 81.9 ± 23.2
Hemicholinium-3 ChT 100 76.0 ± 17.1
L-ascorbic acid SVCT 500 83.0 ± 10.9
L-Carnitine OCTNs, ATB0+ 500 127.8 ± 30.9
L-Glutamate EAAT 50 153.4 ± 18.2
L-lactate SMCT1 1000 124.6 ± 18.0
Methotrexate RFT 500 131.5 ± 15.8
NBMPR ENTs 500 135.0 ± 34.6
Nefazodone NET, DAT and SERT 100 63.5 ± 21.8
Nipecotic acid GAT, BGT1 500 85.2 ± 17.9
Norepinephrine NET, DAT and SERT 1000 72.0 ± 25.0
Proline PROT 500 103.2 ± 16.8
Pyruvate MCTs 500 158.5 ± 29.2
Reserpine VMAT 10 84.8 ± 8.8
Serotonin NET, DAT and SERT 1000 54.5 ± 12.1
Sertraline NET, DAT and SERT 1000 11.7 ± 8.7*
Taurine TAUT 500 92.0 ± 29.0
Thiamine ThTr 500 102.9 ± 22.1
Trans-2,4-PDC EAATs 50 93.4 ± 16.9
Trazodone NET, DAT and SERT 1000 59.5 ± 15.4*
Vesamicol VAChT 50 128.2 ± 15.5
Percent of control (%)
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3-5 アコチアミド取り込みに対する fluvoxamine の濃度依存的阻害の検討 
3-4 で阻害効果を示した fluvoxamine について、非特異的な阻害効果の可能性を排除する
ため、Hs 746T 細胞へのアコチアミド取り込みに対する fluvoxamine の濃度依存的な阻害の
影響を検討した ( Figure 3-5 ) 。アコチアミド取り込みに対して、fluvoxamine は濃度依存的
な阻害を示し、競合阻害を仮定した際の Ki 値は 257 µM であった。 
 
 
Figure 3-5.  Inhibitory kinetics of fluvoxamine on the uptake of acotiamide by Hs 746 T cells. 
Each point and vertical bar represents the mean ± S.E. for four experiments.  The solid line shows 
the inhibitory curve obtained by WinNonlin Professional Ver.6.4 ( Pharsight ) .  The dashed line 
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第 4 節 考察 
















アミド濃度は 8.2 µM とした。この濃度において、Hs 746T 細胞へのアコチアミド取り込み 
total uptake ( VmaxꞏS/(Km+S) + PdifꞏS ) に対する飽和性の取り込みの寄与 ( VmaxꞏS/(Km+S) ) 







Table 3-2.  Chemical inhibitors of transporter isoforms.  
Compound Transporter Reported value References 
Acetyl CoA ACATN1 - 36 
Alanine ASCT2 Km: ~20 µmol/L 37 
Arginine CAT-1 Km: 125 µmol/L 38 
BCH LATs LAT-1 Ki: 132 μM 39,40 
Betaine GATs - 41 
BSP NTCP, OATPs OATP1B1 Ki: 0.6 µmol/L 
OATP1B3 Kd: 1 µmol/L 
42,43,44 
Bupropion NET, DAT and SERT NET Ki: 1.4 µmol/L 
DAT Kd: 2.8 µmol/L 
SERT Ki: 45 µmol/L 
45 
Choline CTLs CTL1 Km: 10-50 µmol/L 
CTL1 Km: 50-200 µmol/L 
46 
Creatine CT1, 2 - 47 
Evans Blue VGLUT Ki: 87 nmol/L 48,49 
Fluoxetine NET, DAT and SERT NET Ki: 0.574 µmol/L 
DAT Kd: 5.96 µmol/L 
SERT Ki: 5.7 nmol/L 
50 
Fluvoxamine NET, DAT and SERT NET Ki: 1.119 µmol/L 
DAT Kd: 32.24 µmol/L 
SERT Ki: 1.1 nmol/L 
50 
GABA GAT, BGT1 IC50: 5 µmol/L 51 
Glutamine ASCT2 Km: 23.8 µmol/L 37 
37 
 
Glycine GLYT Km: 17 µmol/L 52 
Glycylsarcosine PEPTs Km: 290 µmol/L 53 
Hemicholinium-3 ChT - 46 
L-ascorbic acid SVCT Km: 107 µmol/L 54 
L-Carnitine OCTNs, ATB0+ Km: 10.9 µmol/L 55,56,57 
L-Glutamate EAAT Km: 62 µmol/L 58 
L-lactate SMCT1 Km: 81 µmol/L 59 
Methotrexate RFT - 60 
NBMPR ENTs Ki: 2 nmol/L 61 
Nefazodone NET, DAT and SERT NET Ki: 0.713 µmol/L 
DAT Kd: 0.36 µmol/L 
SERT Ki: 0.549 µmol/L 
62,63 
Nipecotic acid GAT, BGT1 GAT1 IC50: 8 µmol/L 
GAT2 IC50: 38 µmol/L 
GAT3 IC50: 106 µmol/L 
BGT1 IC50: 2370 µmol/L 
51 
Norepinephrine NET, DAT and SERT NET Km: 0.789 µmol/L 
DAT Km: 17 µmol/L 
64,65 
Proline PROT Km: 20.6 µmol/L 66 
Pyruvate MCTs - 67 
Reserpine VMAT - 68 
Serotonin NET, DAT and SERT SERT Km: 0.398 µmol/L 64 
Sertraline NET, DAT and SERT NET Ki: 0.963 µmol/L 




SERT Ki: 2.8 nmol/L 
Taurine TAUT Km: 3.4 µmol/L 69 
Thiamine ThTr ThTr 1 Km: 2.5 µmol/L 70 
Trans-2,4-PDC EAATs - 71,72,73 
Trazodone NET, DAT and SERT NET Ki: 30.8 µmol/L 
DAT Kd: 7.4 µmol/L 
SERT Ki: 70.1 µmol/L 
62, 63 
Vesamicol VAChT IC50: 14.7 nM 74 
 
阻害試験の結果、fluvoxamine、sertraline、fluoxetine 及び serotonin などの選択的セロト
ニン再取り込み阻害薬 ( SSRIs ) に共通してアコチアミド取り込みを低下させる結果が得
られた。Fluvoxamine については濃度を変えて阻害試験も行ったところ、アコチアミド取
り込みに対して濃度依存的な阻害作用が検出された ( Ki 値: 257 µM ) 。以上より、SSRIs
によって阻害されるトランスポーターがアコチアミド取り込みに関与することが示唆され
た。SSRIs によって阻害されることが報告されているトランスポーターは Table 3-2 に記載











第 4 章 トランスポーター発現細胞を用いたアコチアミド取り込みの検討 
第 1 節 緒言 












ドは、DDI の問題が多い薬物代謝酵素である CYP 分子種上での DDI の可能性は低いことが
既に in vitro 試験により報告されている[10]。主代謝物はグルクロン酸抱合体であり、
UGT1A8 及び UGT1A9 により代謝されるが、UGT は臨床において薬物相互作用に関する報









第 2 節 方法 
2-1 試薬 
[14C]アコチアミド (2.26 GBq/mmol) は GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK)で合
成されたものを使用した。[14C]アコチアミドの標識位置を Figure 3-1 に示した。SERT 発現
ベクター、DAT 発現ベクター、NET 発現ベクターは OriGene Technologies (Rockville, MD) か
ら購入した。PMAT 発現ベクター  (pFN21A HaloTag CMV Flexi Vector) は Promega 
(Madison, WI). から購入した。抗ヒト PMAT ヤギポリクロナール抗体 (sc-164272) は Santa 
Cruz Biotechnology (Dallas, TX) より購入した。胃組織凍結切片スライドは Biochain Institute, 




HEK293 細胞、CHO 細胞及び MDCKII 細胞は American Type Culture Collection (Rockville, 
VA) から入手した。HEK293FT 細胞は American Type Culture Collection (ThermoFisher 
Scientific) から入手した。トランスポーター安定発現細胞 (OCT1 安定発現 CHO 細胞、OCT2
安定発現 CHO 細胞、OATP1B1 安定発現 CHO 細胞、OATP1B3 安定発現 CHO 細胞、OATP1B3
安定発現 MDCKII 細胞、OAT1 安定発現 CHO 細胞、OAT3 安定発現 HEK293 細胞、MATE1
安定発現MDCKII細胞、MATE2-K安定発現MDCKII細胞) はSOLVO Biotechnology (Hungary) 
より入手した。 
HEK293 細胞、HEK293FT 細胞及び MDCKII 細胞は、4.5 g/L の glucose を含む Dulbecco’s 
modified Eagle medium (DMEM, Life technologies) に 10% Fetal bovine serum (FBS, GIBCO) 、 
2 mM glutamine、100 U/mL penicillin / 100 μg/mL streptomycin (和光純薬株式会社) 、1×non-
essential amino acid (ThermoFisher Scientific) を加えた培地で培養した。 
CHO 細胞は、4.5 g/L の glucose を含む Dulbecco’s modified Eagle medium Nutrient Mixture F-
12 (DMEM-F12, Life technologies) に 10% Fetal bovine serum (FBS, GIBCO) 、2 mM glutamine, 
41 
 




2-3 SERT、DAT、および NET 一過性過剰発現細胞における取り込み試験 
HEK293 細胞をプレートに播種し、24 時間培養した後に、リン酸カルシウム法 (CalPhos 
Mammalian Transfection Kit, Clontech) [86,87]により、SERT、DAT 又は NET 遺伝子のトラン
スフェクションを行い、2 日間培養した後に、取り込み試験を行った。Transport buffer (125 
mM NaCl, 4.8 mM KCl, 5.6 mM D-glucose, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, and 
25 mM HEPES, pH 7.4) を用いて 1.0 × 106 cells/mL に調製した細胞懸濁液を 37℃の恒温槽で
10 分間プレインキュベーションし、放射能標識された各基質溶液を添加することで取り込
み反応を開始した。インキュベーション後、反応の停止はシリコンオイルレイヤー法
[32,33,34,35]で実施した。細胞懸濁溶液 50 μL に氷冷した Transport buffer 150 μL を混和し、
その細胞懸濁液 50 μL を 2 N NaOH (50 μL) に混合オイル (密度: 1.005 g/mL、シリコンオイ
ルとミネラルオイル混液) を 100 μL 重層した微量サンプリングチューブに移し、すぐに卓
上遠心器 (MiniSpin, Eppendorf Co) で 45 秒遠心分離 (14000 × g) することにより細胞と薬
液を分離し、取り込み反応を停止した。遠心分離後、細胞が溶解するまで、遠心用チューブ
を室温で放置した後、遠心用チューブを切断して、下層 (細胞) と緩衝液 (上層) を液体シ
ンチレーションに移した。バイアルに 5 mL の液体シンチレーションカクテル (Ultima Gold 
XR, PerkinElmer, Boston, MA) .を加え、よく混合した後に放射能を液体シンチレーションカ




2-4 トランスポーター安定発現細胞 (OCT1-CHO 細胞、OCT2-CHO 細胞、OATP1B1-CHO
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細胞、OATP1B3-CHO 細胞、OATP1B3-MDCKII 細胞、OAT1-CHO 細胞、OAT3-HEK293 細
胞、MATE1-MDCKII 細胞、MATE2-K-MDCKII 細胞)における取り込み試験 
各培養細胞について、細胞濃度 2.0 × 105 cells/well で 24-well plate に播種し、3～4 日培養
後、取り込み試験に用いた。培養したプレートから培地を吸引し、37°C の Transport buffer 
(125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 5.6 mM D-glucose, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 
and 25 mM HEPES, pH 7.4、MATE1 安定発現 MDCKII 細胞、MATE2-K 安定発現 MDCKII 細
胞においては、pH 8.0 に調整した Transport buffer を使用) 300 μL に置換し、5 分間インキュ
ベーションした。Transport buffer を吸引し、300 μL の標識体を含む transport buffer を添加し
て反応を開始した。規定の時間経過後に Transport buffer を吸引し、氷冷した 300 μL の
Ttransport buffer で細胞を 2 回洗浄した。1 M NaOH 300 μL で細胞を溶解し、1 N HCl 300 μL
で中和した。液体シンチレーションカクテル  (OptiPhase Supermix scintillation cocktail, 
PerkinElmer, Boston, MA) .を加え、よく混合した後に放射活性を液体シンチレーションカウ





2-5 OCT3 一過性過剰発現細胞における取り込み試験 
HEK293-FT 細胞を細胞濃度 2.0 × 105 cells/well で 24-well plate に播種し、24 時間培養した
後に、リポフェクション法 (Lipofectamine 2000, Invitrogen) より、OCT3 遺伝子のトランス
フェクションを行い、1 日間培養した後に、取り込み試験を行った。培養したプレートから
培地を吸引し、37°C の Transport buffer (125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 5.6 mM D-glucose, 1.2 mM 
CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, and 25 mM HEPES, pH 7.4) 300 μL に置換し、5 分間
インキュベーションした。Transport buffer を吸引し、300 μL の標識体を含む Transport buffer
を添加して反応を開始した。規定の時間経過後に Transport buffer を吸引し、氷冷した 300 μL
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の Ttransport buffer で細胞を 2 回洗浄した。1 M NaOH 300 μL で細胞を溶解し、1 N HCl 300 
μL で中和した。細胞溶解液に液体シンチレーションカクテル  (OptiPhase Supermix 
scintillation cocktail, PerkinElmer, Boston, MA) .を加え、よく混合した後に放射活性を液体シン





2-6 PMAT 一過性過剰発現細胞における取り込み試験 
HEK293 細胞を細胞濃度 2.0 × 105 cells/well で 24-well plate に播種し、4 時間培養した後に、
リン酸カルシウム法 ( CalPhos Mammalian Transfection Kit, Clontech ) [86,87]により、PMAT 遺
伝子のトランスフェクションを行った。トランスフェクションの際の発現ベクター使用量
は 0.5 µg/well で行った。1 日後、細胞培地を 5 mM 酪酸ナトリウム存在下の細胞培地に置
換し、更に 1 日間培養した後に、取り込み試験を行った。培養したプレートから培地を吸引
し、37°C の Transport buffer ( 125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 5.6 mM D-glucose, 1.2 mM CaCl2, 1.2 
mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, and 25 mM HEPES, pH 7.4 ) 250 μL に置換し、5 分間インキュ
ベーションした。Transport buffer を吸引し、250 μL の標識体を含む Transport buffer を添加し
て反応を開始した。規定の時間経過後に Transport buffer を吸引し、氷冷した 500 μL の
Ttransport buffer で細胞を 2 回洗浄した。細胞溶解液 M-PER (Mammalian Protein Extraction 
Reagent, Thermo Fisher Scientific) 400 μL で細胞を溶解した。細胞溶解液に液体シンチレーシ
ョンカクテル (Ultima Gold XR, PerkinElmer, Boston, MA) .を加え、よく混合した後に放射能









細胞のタンパク量を定量するために、Bradford 法に基づくキット(Bio-Rad, Richmond, CA)
を用いて測定した。詳細は、製品マニュアルに従ったが、以下に手順を記載する。標準溶液
として、bovine serum albumin を用いた。定量範囲は，50～200 μg/mL とした。適宜、蒸留水









v0 = VmaxꞏS/(Km+S) 
ここで v0 は取り込みの初速度  (pmol/min/mg protein) 、Vmax は最大取り込み速度 
( pmol/min/mg protein ) 、Kmは Michaelis-Menten 定数 (μM)、S は transport buffer 中のアコチ











ベートした。PBS を用いて、胃組織凍結切片スライドを室温で 5 分間、3 回洗浄した。0.2%
サポニン含有 PBSを用いて、胃組織凍結切片スライドを室温で 5分間インキュベートした。
PBS を用いて、胃組織凍結切片スライドを室温で 5 分間、3 回洗浄した。PBS で希釈した正
常ウマ血清を用いて、胃組織凍結切片スライドを室温で 20 分間インキュベートすることに
よりブロッキングした。PBS で 200 倍に希釈した 1 次抗体を胃組織凍結切片スライドに載
せて、室温で 1 時間インキュベートした。PBS を用いて、凍結切片スライドを室温で 5 分
間、3 回洗浄した。内因性ペルオキシダーゼ失活処理液を用いて、室温で 5 分間インキュベ
ートした。ビオチン標識抗ヤギ IgG 抗体を凍結切片スライドに載せて、室温で 30 分間イン
キュベートした。PBS を用いて、凍結切片スライドを室温で 5 分間、3 回洗浄した。ペルオ
キシダーゼ標識ストレプトアビジンを凍結切片スライドに載せて、室温で 10 分間インキュ
ベートした。PBS を用いて、凍結切片スライドを室温で 5 分間、3 回洗浄した。DAB 発色
液を凍結切片スライドに載せて、室温で 5 分間インキュベートした。蒸留水に浸して、反応
を止めた。マイヤー・ヘマトキシリンを凍結切片スライドに載せて、室温で 5 分間インキュ
ベートした。流水を用いて、室温で 10分間洗浄した。封入剤VECTASHIELD Mounting Medium 





第 3 節 結果 
3-1 SERT、DAT、NET によるアコチアミド取り込み試験 
SERT 一過性過剰発現 HEK293 細胞、DAT 一過性過剰発現 HEK293 細胞、NET 一過性過
剰発現 HEK293 細胞へのアコチアミド取り込みを検討した結果を Figure 4-1 に示す。SERT
の陽性対照基質として[3H]セロトニン (50 nmol/L) の取り込みを、DAT の陽性対照基質とし
て[3H]ドパミン (50 nmol/L) の取り込みを、NET の陽性対照基質として[3H]ノルエピネフリ
ン (50 nmol/L) の取り込みを検討した。いずれの細胞においても、陽性対照基質の取り込み
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Figure 4-1.  Uptake of acotiamide by SERT (A), DAT (B) and NET (C).  
Time course of acotiamide uptake (5 μM) was evaluated in transporter gene-transfected cells (closed 
circles) and control cells (open circles) over 20 min.  Serotonin, dopamine and norepinephrine were 
used as a positive control substrate for SERT, DAT and NET, respectively. Each point and vertical 
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OCT1 安定発現 CHO 細胞、OCT2 安定発現 CHO 細胞、OATP1B1 安定発現 CHO 細胞、
OATP1B3 安定発現 CHO 細胞、OATP1B3 安定発現 MDCKII 細胞、OAT1 安定発現 CHO 細
胞、OAT3 安定発現 HEK293 細胞、MATE1 安定発現 MDCKII 細胞、MATE2-K 安定発現












2 23.58 ± 3.20 18.28 ± 0.30 1.29
20 29.99 ± 1.12 26.56 ± 2.49 1.13
2 17.44 ± 1.30 17.77 ± 0.63 0.98
20 31.83 ± 1.40 24.05 ± 2.19 1.33
2 39.56 ± 1.97 35.55 ± 1.14 1.11
20 96.37 ± 15.06 66.73 ± 2.90 1.44
2 60.66 ± 15.59 37.28 ± 5.91 1.63
20 71.06 ± 7.01 48.20 ± 1.36 1.47
2 63.22 ± 14.61 33.10 ± 3.09 1.91
20 84.10 ± 0.92 48.55 ± 1.53 1.73
2 27.80 ± 2.53 33.00 ± 4.28 0.84
20 48.78 ± 2.19 31.24 ± 3.31 1.56
2 36.02 ± 9.87 29.77 ± 2.95 1.21
20 45.65 ± 5.17 49.27 ± 2.38 0.93
2 48.34 ± 3.60 33.91 ± 2.11 1.43
20 72.12 ± 5.64 54.64 ± 2.42 1.32
2 20.97 ± 2.04 22.24 ± 2.14 0.94
20 42.96 ± 2.16 43.29 ± 2.43 0.99
2 26.96 ± 0.98 20.67 ± 1.86 1.30
















Table 4-2.  The cellular accumulation of positive controls related to the uptake transporter 
substrate feasibility assays 
 
Fluo-3 transport (OATP1B3) was determined by measuring fluorescence using 485 nm and 520 nm 
as the excitation and emission wavelengths, respectively.  Radiolabelled probe substrate transport 




+Verapamil (100 μmol/L) 7.29
10 control 46.82
+Verapamil (100 μmol/L) 2.46
3 control 7.19
+Quinidine (1000 µmol/L) 1.72
10 control 10.49
+Cerivastatin (100 µmol/L) 1.46
10 control 3.65
+Fluvastatin (30 µmol/L) 1.16
2 control 10.64
+Fluvastatin (10 µmol/L) 1.44
3 control 10.83
+Benzbromarone (200 μmol/L) 1.50
5 control 24.06
+Probenecid (200 µmol/L) 2.22
15 control 8.70
+Pyrimethamine (1 µmol/L) 1.81
15 control 10.16


























3-3 PMAT によるアコチアミド取り込みの時間依存性 
PMAT 一過性過剰発現 HEK293 細胞へのアコチアミド取り込みを検討した結果を Figure 
4-2 に示した。PMAT の陽性対照基質として[3H]ドパミン (50 nmol/L) の取り込みを検討し
た。反応時間 3 分におけるアコチアミドの PMAT 一過性過剰発現 HEK293 細胞への取り込
み量は、83.4 µL/mg protein を示し、Mock 細胞への取り込み量 17.6 µL/mg protein と比して大
きい値であった。また、その取り込み量は時間依存的に上昇した。 
PMAT におけるアコチアミドの取り込みは、反応時間 3 分までは直線的な増加がみられ




Figure 4-2.  Time course of acotiamide uptake (5 μM) by PMAT.  
Time course of acotiamide uptake (5 μM) was evaluated in transporter gene-transfected cells (closed 
circles) and control cells (open circles) over 20 min.  Each point and vertical bar represents the 





















































3-4 PMAT によるアコチアミド取り込みの濃度依存性 
アコチアミド濃度を 5 μM から 800 μM まで変えたときの PMAT による取り込み初速度を
検討した結果を Figure 4-3 に示す。PMAT 一過性過剰発現 HEK293 細胞における取り込み初
速度から Mock 細胞における取り込み初速度を差し引いた値を PMAT による取り込み初速
度とし、速度論的解析を行った。 
PMAT によるアコチアミドの取り込みは、1 つの飽和性コンポーネントによって解析され
た。Km と Vmax はそれぞれ 198 µM および 1150 pmol/min/mg protein と算出された。Eadie-
Hofstee plot からも 1 つの飽和性コンポーネントから成ることを示唆する結果が得られた。
得られた Kmは第 3 章で実施された Hs 746T 細胞におけるアコチアミド取り込みの Km ( 106 
µM ) と同程度の値であった。 
 
  
Figure 4-3.  Concentration dependence of acotiamide uptake by PMAT-expressing HEK293 
cells.  
Uptake of acotiamide by PMAT-expressing cells was measured at various concentrations of 
acotinamide for 3 min. PMAT-mediated acotiamide uptake (closed triangle) was calculated by 
subtracting the uptake in HEK293/Mock (open circles) from that in HEK293/PMAT cells (closed 
circles).  Each point and vertical bar represents the mean±S.E. for six experiments.  The uptake of 
acotiamide at various concentrations is shown in an Eadie-Hofstee plot.  The solid line represents 
the calculated values using kinetic parameters obtained by nonlinear least-squares analysis. 
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3-5 PMAT によるアコチアミド取り込みにおける駆動力の検討 
PMAT によるアコチアミド取り込みに対して、pH 依存性及び Na+依存性を検討した結果
を Figure 4-4 に示す。pH 依存性については、Transport buffer の pH を 6.2～8.0 の範囲で調整
し、取り込み初速度を検討した。Na+依存性については、Transport buffer 中の Na+を NMG+、




(A)                                  (B) 
 
Figure 4-4.  The effects of pH and Na+ on acotiamide uptake by PMAT. 
(A) Initial uptake rate of acotiamide (5 µM) by PMAT was measured in transport buffer at various 
pH values in the range from 6.2 to 8.0.  (B) We substituted control transport buffer by replacing 
















































3-6 PMAT によるアコチアミド取り込みに対する阻害剤の検討 
PMAT によるアコチアミド取り込みに対する PMAT 阻害剤である decynium 22[88]、
fluvoxamine の影響を検討した結果を Figure 4-5 に示す。PMAT 一過性過剰発現 HEK293 細




Figure 4-5.  Inhibitory effect of PMAT inhibitors on acotiamide uptake in HEK293/PMAT cells 
(closed column) and HEK293/Mock cells (open column). 
























3-7 ヒト胃組織における PMAT タンパク質の局在 
胃における PMAT タンパク質の局在を免疫組織化学的染色で検討した ( Figure 4-6 ) 。茶





Figure 4-6.  Immunohistochemical localization of PMAT in human stomach tissue. 
Sections from human stomach were incubated with an anti-PMAT antibody (200-fold dilution) or 
goat normal IgG.  Expression of PMAT is indicated by brown coloration using the 
immunoperoxidase method. PMAT is labeled in brown. In control sections labeled with goat normal 





第 4 節 考察 
本章では、アコチアミドが基質として認識されるトランスポーター分子の探索を、過剰
発現細胞を用いて行った。第 3 章の Hs 746T 細胞におけるアコチアミド取り込み試験結果
から、SSRIs によって阻害されるトランスポーターがアコチアミド取り込みに関与するこ
とが示唆された。SSRIs によって阻害されることが報告されているトランスポーターとし
て、SERT、DAT、NET ( Table 3-1 参照 ) 、PMAT[75]、OCT1[76]、OCT3[77]、VMAT[78]
などが報告されている。しかし、VMAT は H+依存性のシナプス小胞モノアミントランスポ
ーターであり、細胞内局在性や駆動力の点からアコチアミドの組織移行に関わる可能性が





















さらに、アコチアミドの PMAT による認識性を検討したところ、アコチアミドは PMAT
の基質となる結果が得られた。PMAT によるアコチアミド輸送には Na+依存性も pH 依存性





PMAT 阻害剤である decynium 22 および fluvoxamine が阻害作用を示したこともあわせ、ア
コチアミドは PMAT の基質であると判断した。なお、本検討では、PMAT に対する
decynium 22 の Ki ( 0.22 M ) [88]より十分高い濃度で実施した。 
PMAT におけるアコチアミド取り込みの濃度依存性を検討した結果、Kmは 197.8 µM で
あった。得られた Kmは第 3 章で実施された Hs 746T 細胞におけるアコチアミド取り込み
の Km ( 106 µM ) と同程度の値であり、アコチアミドの胃組織移行に PMAT が寄与してい
ると考えられた。 
SLC29A4 によってコードされる Plasma membrane monoamine transporter ( PMAT, ENT4 ) 
は低親和性モノアミントランスポーターであり、ヌクレオシドトランスポーター
Equilibrative nucleoside transporter ( ENT ) ファミリーに属する[103]。PMAT はドパミンなど
の神経伝達物質を基質とすることに加え、MPP+や TEA などのカチオン性化合物を基質と









PMAT を介して分布していることが予想される。また、胃平滑筋細胞にも PMAT が発現し





関与している可能性が示唆された (Figure 4-7) 。アコチアミドの胃への薬物分布のみなら
ず、薬理効果発現の決定因子としても PMAT が重要となる。しかし、PMAT 以外の胃組織輸
送担体の関与も否定できない。また、FD 患者における PMAT 機能に関する報告はない。よ















第 5 章 結論 
本研究においては、機能性ディスペプシア ( FD ) 治療薬アコチアミドの胃組織蓄積性着
目し、アコチアミドの胃組織移行機構の解析を行った。全体として、１）ラットを用いた薬









第 3 章では、胃癌由来細胞である Hs 746T 細胞を用い、アコチアミド細胞内取り込み実験
を実施した。Hs 746T 細胞へのアコチアミドの取り込みは、飽和性を示すコンポーネントと






阻害試験の結果、fluvoxamine、sertraline、fluoxetine 及び serotonin などの選択的セロトニン









K による輸送は観測されなかった。一方、アコチアミドは PMAT ( SLC29A4 ) の基質となる
ことが見出された。PMAT によるアコチアミド輸送には、Na+依存性や pH 依存性は観察さ
れず、Hs 746T 細胞でのアコチアミド取り込み特性と一致する。また、PMAT によるアコチ
アミド取り込みは、PMAT 阻害作用を有する decynium 22 および fluvoxamine による低下し
たことから、アコチアミドは PMAT の基質であると判断した。PMAT におけるアコチアミ
ド取り込みの濃度依存性を検討した結果、PMAT によるアコチアミドの取り込みにおける
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